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UTILISATION D^UNE PROTEINE OmpA D'ENTEROBACTERIE, POUR LE CIBLAGE SPECIFIQUE VERS LES 
CELLULES PRESENTATRICES D^ANTIGENES 



5 Uinvention conceme rutilisation d'une proteine OmpA d'enterobacterie, de 

preference la proteine P40 Klebsiella pneumoniae, pour le ciblage specifique d'une 
substance biologiquement active qui lui est associee vers les cellules presentatrices 
d'antigenes, notamment les cellules dendritiques humaines. Uinvention a egalement 
pour objet rutilisation de la proteine OmpA pour la preparation d'une composition 

10 pharmaceutique destinee a la prevention et/ou le traitement de maladies, notamment 
les cancers associes a un antigene tumoral; les maladies auto-immunes ou les 
maladies infectieuses. 

La vaccination est un moyen efficace de prevenir ou reduire les infections 
virales ou bacteriennes. Le succes des campagnes de vaccination dans ce domaine a 

15 permis d'etendre le concept de vaccin dans d'autres domaines tels que celui du cancer 
et des maladies auto-immunes. En ce qui conceme par exemple certaines formes de 
cancer. I'inefficacite de therapies classiques et/ou leurs effets secondaires, comme la 
chimio- ou la radiotherapie. a motive la recherche de therapie alternative, Ainsi. les 
antigenes tumoraux specif iques exprimes a la surface des cellules tumorales peuvent 

20 etre utilises comme cible en immunotherapie pour Telimination de ces cellules. Un des 
problemes majeurs couramment rencontres pour la preparation de ces vaccins est que 
les antigenes vaccinaux lorsqu'ils sont administres seuls chez I'hote, ne sont pas assez 
immunogeniques pour induire une reponse immunitaire suffisamment efficace pour 
conferer la protection recherchee. Ces antigenes sont ainsi souvent couples de 

25 maniere covalente a une molecule porteuse telle que par exemple epitope de la toxine 
diphterique. I'anatoxine tetanique (XT), un antigene de surface du virus de Thepatite B. 
I'antigene VP1 du virus de la poliomyelite ou tout autre toxine ou antigene viral ou 
bacterien tel que des proteines antigeniques issues de la membrane exteme 
d'enterobacterie qui ont la propriete de potentialiser la reponse immunitaire (humorale 

30 et cellulaire) de Tantigene qui lui est associee comme la proteine OmpA nommee P40 
issue de Klebsiella pneumoniae (decrite dans les demandes Internationales de brevet 
WO 95/27787 et WO 96/14415). Neanmoins, dans la plupart des cas un autre 
composant s'est av6re necessaire pour augmenter Fefficacite du vaccin. et 
actueliement le seul adjuvant autorise chez Thomme est I'Alum. 
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Grace a rimmunologie, il a ete recemment decouvert que les cellules 
dendritiques (CD) jouaient un role majeur dans le systeme immunitaire. Ces cellules, 
derivees des cellules souches de la moelle osseuse. sont des cellules presentatrices 
d*antigenes professionnelles impliquees dans la reponse immune primaire specifique 
d'un antigene (Peters J. et aL. 1996). Elles ingerent ou intemalisent les antigenes et 
presentent les fragments de ces antigenes a des cellules T naives. Cette ingestion 
induit a la surface des cellules dendritiques j'expression de molecules de costimulation 
telles le CD80 et le CD86. Ces molecules permettent une interaction etnoite avec les 
cellules T (Girolomoni G. et Ricciardi-Castagnoli P., 1997. Immunol. Today, 18, 102- 
104). Les cellules dendritiques sont distribuees de maniere diffuse dans les tissus. 
Elles sont retrouvees aux niveaux de la peau et des organes lymphoides (Hinrich J. et 
al., 1996, Immunol. Today. 17, 273-277). 

Grace a leur efficacite a presenter les antigenes et a stimuler le systeme 
immunitaire, les cellules dendritiques ont ete utilisees pour generer des reponses 
cytotoxiques CTL antivirales (Ludewig B. et al., 1998, J. ViroL. 72, 3812-3818 ; 
Brossard P. et al., 1997. J. Immunol., 158, 3270-3276) ou anticancereuses (Nestle 
P.O. et al., 1998, Nat. Med., 4. 328-332). Les approches ont consiste a charger les 
cellules dendritiques ex vivo avec Tantigene d'interet (peptides ou lysat cellulaire) et 
reimplanter ces cellules chez le patient. D'autres approches consistent a transfecter ex 
vivo les cellules dendritiques avec le gene codant pour I'antigene d'interet et a 
relnjecter ces cellules transfectees (Gilboa E. et al., 1998, Cancer Immunol, 
tmmunother., 46, 82-87). Ces approches ont ete utilisees avec succes chez la souris et 
recemment chez Thomme (Hsu F.J. et al.. 1996, Nat. Med., 2. 52-58). Les cellules 
dendritiques chargees en antigenes presentent les peptides par le biais de molecules 
de classe I ou II et induisent Tactivation des lymphocytes T CD4 ou CD8+. Par 
consequent, la possibilite de diriger les antigenes designes, tels que des proteines ou 
des polysaccharides, ou des vecteurs viraux capables de transferer des genes codant 
pour ces antigenes vers les cellules dendritiques permettrait d'ameliorer I'efficacite de 
la stimulation du systeme immunitaire. De plus, le ciblage specifique des cellules 
presentatrices d'antigenes (CPA), notamment les cellules dendritiques, permettrait 
d'eviter les etapes de prelevement. de purification, de traitement ex vivo de cellules 
CPA autologues ou heterologues avec les antigenes tumoraux ou les vecteurs viraux 
et la reimplantation des cellules CPA traitees. 

Afin de cibler specifiquement les cellules dendritiques avec des substances 
actives d'interet. telles que des proteines ou des vecteurs viraux capables de transferer 
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des genes codant pour ces proteines d'interet, de nombreux travaux ont consiste a 
identifier des molecules qui se fixeraient preferentiellement sur les cellules dendritiques 
ou des recepteurs qui seraient exprimes specifiquement sur les cellules dendritiques. 
Un recepteur DEC 205 implique dans la prise en charge de Tantigene a ete identifie sur 
des cellules dendritiques murines (Jiang W. et al., 1995, Nature. 375, 151-155) et 
humaines (Kato M. et al., 1998. Immunogenetics. 47, 442-450). L'analyse de la 
structure de ce recepteur met en evidence des domaines de reconnaissance 
d'hydrates de carbone qui seraient impliques dans la capture. Tintemalisation et/ou la 
presentation d'antigenes portant des residus d'hydrates de cariDone. Neanmoins, les 
auteurs ne donnent aucune information sur les ligands pouvant etre fixes par ce 
recepteur. D'autre part, les auteurs mentionnent que les domaines de reconnaissance 
d'hydrates de carbone du recepteur DEC-205 qui seraient impliques dans la capture, 
rinternalisation et/ou la presentation d'antigenes (domaines riches en cysteine) rsont 
egalement presents dans plus de 50 proteines dont certains recepteurs cellulaires. 

Ainsi, il existe aujourd'hui un besoin de disposer d*un compose capable de 
cibler specifiquement une cellule presentatrice d'antigene (CPA), notamment une 
cellule dendritique, et qui soit capable en outre d'etre internalise par ladite cellule. Un 
tel compose capable de se fixer specifiquement sur ces cellules, puis d'etre internalise 
auraif comme avantage de pouvoir etre utilise comme compose pour le transport, et le 
ciblage de substance biologiquement active dont I'efficacite est modulee et/ou liee a la 
fixation et/ou a rinternalisation de cette substance par ces cellules. D'autre part, il 
serait avantageux que ce compose recherche puisse etre facilement associe a la 
substance active par couplage chimique. par couplage resultant d'une fusion genetique 
ou puisse etre exprime a la surface d*une cellule hote ou encore a la surface d'une 
particule virale pour le transfert de gene d'interet dans ces cellules CPA. 

Les auteurs de la presente invention ont mis en evidence de maniere 
surprenante qu'une proteine de la membrane exteme de type OmpA d'enterobacterie, 
notamment la proteine P40 de Klebsiella pneumoniae, est capable non seulement de 
se fixer specifiquement sur une cellule CPA mais egalement capable d'etre intemalisee 
par ladite cellule CPA. notamment par une cellule dendritique. 

Ainsi. la presente invention est relative a Tutilisation d'une proteine OmpA 
d*enterobacterie ou d'un de ses fragments pour le ciblage specifique d'une substance 
biologiquement active qui lui est associee vers les cellules presentatrices d*antlgenes. 

Par cellules presentatrices d'antigenes. on entendra designer dans la presente 
invention, les cellules CPA professionnelles formant partie integrante du systeme 
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immunitaire telles que les cellules dendritiques. les macrophages, les lymphocytes B 
ou les monocytes. 

Dans la presente invention, on entendra designer egalement par le terme 
« proteine » les peptides ou les polypeptides et par le terme « OmpA » (pour « Outer 
Membrane Protein »), les proteines de la membrane exteme de type A. 

Par fragment d'une proteine OmpA. on entend designer tout fragment de 
sequence d'acides amines compris dans la sequence d'acides amines de la proteine 
OmpA capable de se fixer specifiquement sur les cellules CPA, notamment les cellules 
dendritiques, et comprenant au moins 5 acides amines, de preference 10 acides 
amines ou de maniere plus preferee 15 acides amines, lesdits fragments etant en outre 
capables d'etre intemalises dans lesdites cellules CPA. 

Par « substance biologiquement active », on entend designer tout compose 
capable d'exercer une activite therapeutique et dont I'activite peut etre modulee par 
rintermediaire des cellules CPA. On peut citer comme exemple de telles substances 
biologiquement actives, mais sans s'y limiter, les composes immunogenes tels que des 
antigenes ou haptenes de nature proteique, poly- ou oligosaccharidique, 
glycoproteique, lipoproteique ou en general d'origine organique, ces composes 
immunogenes pouvant etre portes par des structures complexes telles que des 
bacteries ou des particules virales. 

Par « substance biologiquement active ». on entend egalement designer tout 
compose capable de modifier I'activite fonctionnelle des cellules CPA, en particulier 
leur croissance. leur differentiation ou leur systeme d'expression. On peut citer comme 
exemple de telles substances biologiquement actives, mais sans s'y limiter, les 
facteurs de croissance cellulaire dont les cytokines (IL-4, IL-3, GM-CSF, TNF-a), les 
acides nucleiques codant pour des proteines d'interet homologues ou heterologues et 
capables d'etre exprimees par les cellules CPA. 

^invention a egalement pour objet I'utilisation d'une proteine OmpA 
d*enterobacterie ou d'un de ses fragments selon I'invention. caracterisee en ce que 
ladite proteine OmpA d'enterobacterie ou Tun de ses fragments se fixe specifiquement 
sur les cellules presentatrices d'antigenes et en ce que ladite proteine OmpA 
d'enterobacterie ou Tun de ses fragments est intemalisee dans les cellules 
presentatrices d'antigenes. 

De preference, invention comprend I'utilisation d'une proteine OmpA 
d'enterobacterie ou d'un de ses fragments selon I'invention. caracterisee en ce que 
lesdites cellules presentatrices d'antigenes sont choisies parmi les cellules 
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dendritiques. les monocytes ou les lymphocytes B. de maniere plus preferee, les 
cellules dendritiques. 

Dans un mode de realisation particulier, Tinvention comprend Tutllisation d'une 
proteine OmpA d'enterobacterie ou d'un de ses fragments selon Tinvention. 
5 caracterisee en ce que ladite proteine OmpA d'enterobacterie, ou Tun de ses 
fragments, est obtenue a partir d'une culture de ladite enterobacterie par un procede 
d'extraction. 

Les precedes d'extraction de proteines de membrane bacteriennes sont connus 
de I'homme de I'art et ne seront developpes dans la presente description. On peut citer 

10 par exemple. mais sans s'y limiter le procede d'extraction decrit par Haeuw J.H. et al. 
(Eur. J. Biochem. 255. 446-454. 1998). 

Dans un autre mode de realisation prefere, Tinvention comprend egalement 
I'utilisation tf une proteine OmpA d'enterobacterie ou d'un de ses fragments selon 
I'invention. caracterisee en ce que ladite proteine OmpA d'enterobacterie. ou Tun de 

15 ses fragments, est obtenue par voie recombinante. 

Les methodes de preparation de proteines recombinantes sont aujourd'hui bien 
connues de I'homme de I'art et ne seront pas developpees dans la presente 
description, on pourra neanmoins se referer a la methode decrite dans les exemples. 
Parmi les cellules utilisabies pour la production de ces proteines recombinantes. -il faut 

20 citer bien entendu les cellules bacteriennes (Olins P.O. et Lee S.C.. 1993, Recent 
advances in heterologous gene expression in E. coli. Curr. Op. Biotechnology 4:520- 
525), mais egalement les cellules de levure (Buckholz R,G,. 1993, Yeast Systems for 
the Expression of Heterologous Gene Products. Curr. Op. Biotechnology 4:538-542), 
cje meme que les cellules animates, en particulier les cultures de cellules de 

25 mammifere (Edwards CP. et Aruffo A., 1993. Cun-ent applications of COS cell based 
transient expression systems. Curr, Op. Biotechnology 4:558-563) mais egalement les 
cellules d'insectes dans lesquelles on peut utiliser des precedes mettant en oeuvre des 
baculovirus par exemple (Luckow V.A.. 1993. Baculovirus systems for the expression 
of human gene products. Curr. Op. Biotechnology 4:564-572). 

30 De maniere tout a fait preferee, Tutilisation selon I'invention est caracterisee en 

ce que ladite enterobacterie est Klebsiella pneumoniae. 

En particulier. invention est relative a Tutilisation selon invention, caracterisee 
en ce que la sequence d'acides amines de ladite proteine OmpA de Klebsiella 
pneumoniae, ou Tun de ses fragments, comprend ; 

35 a) la sequence d'acides amines d sequence SEQ ID N** 2 ; 
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b) la sequence d'acides amines d'une sequence presentant une homologie d'au 
moins 80 %. de preference d'au moins 85 %. 90 % ou 95 % avec la sequence 
SEQ ID N** 2 ; ou . 

c) la sequence d'acides amines d'un fragment d*au moins 5 acides amines d'une 
5 sequence telle que definie en a) ou b). 

Par sequence presentant une homologie d'au moins 80 %, de preference d'au 
moins 85 %, 90 % ou 95 % avec la sequence de reference SEQ ID N** 2, on entend 
designer une sequence d'acides amines presentant un degre d'identite apres 
alignement optimal respectivement d*au moins 80 %. 85 %, 90 % ou 95 % avec la 

10 sequence de reference SEQ ID N** 2, ladite sequence homoiogue ou I'un de sesdits 
fragments d'au moins 5 acides amines tels que definis precedemment en c) etant 
caracterises en ce qu'ils se fixent specifiquement sur les cellules presentatrices 
d'antigenes et, le cas echeant. en ce qu'ils sont intemalises dans les cellules 
presentatrices d'antigenes. 

15 Par « pourcentage d'identite » entre deux sequences d'acide nucleique ou 

d'acides amines au sens de la presente invention, on entend designer un pourcentage 
de nucleotides ou de residus d'acides amines identiques entre les deux sequences a 
comparer, obtenu apres le meilleur alignement ce pourcentage etant purement 
statistique et les differences entre les deux sequences etant reparties au hasard et sur 

20 toute leur longueur. Le meilleur alignement ou alignement optimal est I'alignement pour 
lequel le pourcentage d'identite entre les deux sequences a comparer, comme calcule 
ci-apres, est le plus eleve. Les comparaisons de sequences entre deux sequences 
d'acide nucleique ou d'acides amines sont traditionnellement realisees en comparant 
ces sequences apres les avoir aiignees de maniere optimale, ladite comparaison etant 

25 realisee par segment ou par « fenetre de comparaison » pour identifier et comparer les 
regions locales de similarite de sequence. L'alignement optimal des sequences pour la 
comparaison peut etre realise, outre manuellement, au moyen de I'algorithme 
d'homotogie locale de Smith et Waterman (1981) [Ad. App. Math. 2:482], au moyen de 
I'algorithme d'homologie locale de Neddleman et Wunsch (1970) [J. Mol. Biol. 48:443], 

30 au moyen de la methode de recherche de similarite de Pearson et Lipman (1988) 
[Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444], au moyen de logiciels informatiques utilisant ces 
algorithmes (GAP. BESTFIT, FASTA et TFASTA dans le Wisconsin Genetics Software 
Package. Genetics Computer Group. 575 Science Dr.. Madison, Wl, ou encore 
BLASTN ou BLASTX, Altschul et al.. J. Mol. Biol. 215.403,1990), 
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Le pourcentage d'identite entre deux sequences d'acide nucleique ou d'acides 
amines est determine en comparant ces deux sequences alignees de maniere 
optimale par fenetre de comparaison dans laquelle la region de la sequence d'acide 
nucleique ou d'acides amines a comparer peut comprendre des additions ou des 
5 deletions par rapport a la sequence de reference pour un alignement optimal entre ces 
deux sequences. Le pourcentage d'identite est calcule en determinant le nombre de 
positions identiques pour lesquelles le nucleotide ou le residu d'acide amine est 
identique entre les deux sequences, en divisant ce nombre de positions identiques par 
le nombre total de positions dans la fenetre de comparaison et en multipliant le resultat 

10 obtenu par 100 pour obtenir le pourcentage d'identite entre ces deux sequences. 

Uinvention comprend en outre Tutilisation selon invention, caracterisee en ce 
que ladite substance biologiquement active est choisie parmi les proteines ou les 
peptides, les lipopeptides, les polysaccharides, les oligosaccharides, les acides 
nucleiques. les lipides et les substances chimiques. 

15 La presente invention a aussi pour objet Tutilisation d'une proteine OmpA 

d'enterobacterie ou d*un de ses fragments selon Tinvention, caracterisee en ce que 
ladite substance biologiquement active est couplee par liaison covalente avec ladite 
proteine OmpA ou Tun de ses fragments, notamment par un couplage chimique. 

Dans un mode de realisation particulier. I'utilisation selon invention est 

20 caracterisee en ce qu'il est introduit un ou plusieurs elements de liaison dans ladite 
proteine OmpA, ou Tun de ses fragments, et/ou de ladite substance biologiquement 
active pour faciliter le couplage chimique, de preference ledit element de liaison 
introduit est un acide amine, 

Selon I'invention. il est possible dNntroduire un ou plusieurs elements de liaison, 

25 notamment des acides amines pour faciliter les reactions de couplage entre la proteine 
OmpA. ou Tun de ses fragments, et la substapce biologiquement active, telle qu'un 
antigene ou un haptene. Le couplage covalent entre la proteine OmpA. ou Tun de ses 
fragments, et la substance biologiquement active, telle qu'un antigene ou un haptene 
selon rinvention peuvent etre realises a Textremite N- ou C- terminate de la proteine 

30 OmpA, ou run de ses fragments. Les reactifs bifonctionnels permettant ce couplage 
seront detemiines en fonction de I'extremite de la proteine OmpA. ou Tun de ses 
fragments, choisie pour effectuer le couplage et de la nature de la substance 
biologiquement active a coupler. 

Dans un autre mode de realisation particulier. I'utilisation selon invention est 

35 caracterisee en ce que ladite substance biologiquement active couplee par liaison 
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covalente avec ladite proteine OmpA, ou Tun de ses fragments, est une proteine 
chimerique recombinante resultante de I'expression d'une constmction d'acide 
nucleique codant pour ladite substance biologiquement active et pour ladite proteine 
OmpA. ou Tun de ses fragments. 

Les conjugues issus d'un couplage a ladite proteine OmpA. ou I'un de ses 
fragments, peuvent etre prepares par recombinaison genetique. La proteine 
chimerique ou hybride (conjugue) peut etre produite par des techniques d'ADN 
recombinant par insertion ou addition a la sequence d'ADN codant pour ladite proteine 
OmpA. ou Tun de ses fragments, une sequence codant pour ladite substance 
biologiquement active de nature proteique. 

Les precedes de synthese des molecules hybrides englobent les methodes 
utilisees en genie genetique pour construire des polynucleotides hybrides codant pour 
les sequences polypeptidiques recherchees. On pourra, par exemple. se referer 
avantageusement a la technique d'obtention de genes codant pour des proteines de 
fusion decrite par D.V. Goeddel (Gene expression technology, Methods in 
Enzymology, vol. 185. 3-187. 1990). 

Uinvention conceme tout particulierement I'utilisation d'une proteine OmpA 
d'enterobacterie ou d'un de ses fragments selon Tinvention. caracterisee en ce que 
ladite substance biologiquement active est un antigene ou un haptene. 

Sous un autre aspect, invention concerne Tutilisation d'une proteine OmpA 
d'enterobacterie ou d'un de ses fragments selon I'invention pour moduler la reponse 
immune vis-a-vis d'un antigene ou d'un haptene, de preference pour ameliorer la 
reponse immune vis-a-vis d'un antigene ou d'un haptene. 

L'invention comprend egalement Tutilisation d'une proteine OmpA 
d'enterobacterie ou d'un de ses fragments selon Tirivention pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique destinee a prevenir ou a traiter une maladie par une 
substance active dont I'efficacite est modulee et/ou liee a son intemalisation par des 
cellules presentatrices d'antigenes, de preference par des cellules dendritiques. 

De preference. Tutilisation selon Tinvention est relative a la preparation d'une 
composition pharmaceutique destinee a prevenir ou a traiter les cancers, de 
preference les cancers associes a un antigene tumoral, les maladies auto-immunes. 
les allergies, les rejets de greffes, les maladies cardiovasculaires. les maladies du 
systeme nerveux central, les maladies inflammatoires, les maladies infectieuses ou les 
maladies liees a une immunodeficience. 



wo 00/27432 



9 



PCT/FR99/02734 



Uinvention a en particulier pour objet Tutilisation d*une proteine OmpA 
d'enterobacterie ou d'un de ses fragments selon Tinvention. pour la preparation d*une 
composition pharmaceutique vaccinale destinee a prevenir ou a traiter une maladie 
infectieuse ou un cancer associe a un antigene tumoral. 

Uinvention comprend en outre I'utilisation selon Tinvention, caracterisee en ce 
que ladite composition pharmaceutique comprend en outre un adjuvant favorisant la 
reponse immune, tel que TAIum. 

Uinvention comprend egalement {'utilisation selon Tinvention. caracterisee en 
ce que ladite composition pharmaceutique est vehiculee sous une forme permettant 
d'ameliorer sa stabilite et/ou son immunogenicite, notamment sous la forme d'un 
liposome, d'un vecteur viral ou d'une cellule hote transformee capable d'exprimer une 
proteine chimerique recombinante resultante de I'expression d'une construction d'acide 
nucleique codant pour ladite substance biologiquement active et pour ladite proteine 
OmpA, ou run de ses fragments. 

Les legendes des figures et exemples qui suivent sont destines a iliustrer 
I'invention sans aucunement en limiter la portee. 

Legendes des figures ; 

Figure 1 : Fixation de rP40-Alexa sur differents types cellulaires. 

Apres incubation de rP40-Alexa sur differents types cellulaires, la fixation specifique de 
rP40-Alexa (trait gras) est mesuree par cytometrie en flux. La fixation d'une proteine 
non relevante (glycophorine) est representee en trait fin. 

Figure 2 : Influence de la concentration de rP40 sur la fixation sur les cellules 
dendritiques. 

Figure 3 : Inhibition de la fixation de rP40-Alexa par rP40 non marquee sur des cellules 
dendritiques. 

Apres incubation de cellules dendritiques avec differentes concentrations de .rP40 non 
marquee, rP40-Alexa est ajoutee. La fixation de rP40-Alexa est quantifiee par 
cytometrie en flux. 

Figure 4 : Evaluation de la fixation de differentes proteines marquees sur les cellules 
dendritiques. 

Des proteines porteuses P40, TT (anatoxique tetanique) et BB (derivees de la proteine 
G du streptocoque) marquees a I'Aiexa sont incubees avec des cellules dendritiques 
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(trait plein). Une proteine non relevante est utiliSee comme temoin negatif (trait fin). La 
fixation est mesuree par cytometrie en flux. 

Figures 5A et 5B : Internalisation de rP40-Alexa dans les cellules dendritiques. 
Apres incubation de cellules dendritiques avec rP40-Alexa a 4^*0 (panel gauche, figure 
5A) ou a SZ^'C (panel droit, figure 5B). les cellules sont observees par microscopie 
confocale (grossissement x 220). 

Exemple 1 : Clonage du gene rP40 

Le gene codant pour la proteine recombinante P40 nommee rP40 a ete obtenu 
par amplification par PGR a partir de TADN genomique de Klebsiella pneumoniae IP 
1145 (Nguyen et col.. Gene, 1998). Le fragment de gene codant de rP40 est insere 
dans divers vecteurs d'expression, en particulier un vecteur sous le controle du 
promoteur de I'operon Trp. La sequence d'acides amines de la proteine rP40 et la 
sequence nucleotidique codant pour la proteine P40 sont representees respectivement 
par les sequences SEQ ID 2 et SEQ ID N"" 1 dans la liste des sequences ci-apres. 

Une souche productrice E, coli K12, a ete transformee par un vecteur 
d'expression pvaLP40. La proteine rP40 est produite sous forme de corps d'inciusion 
avec un rendement important (> 10 %, g de proteines/g de biomasse seche). Get 
exemple n'est qu'une illustration de I'expression de la rP40, mais elle peut etre etendue 
a d'autres souches bacteriennes ainsi que d'autres vecteurs d'expression, 

Exemple 2 : Precede de fermentation de proteines de fusion rP40 

Un erienmeyer contenant 250 ml de milieu TSB (Tryptic Soy Broth. Difco) 
renfermant de TAmpicilline (100 pg/ml. Sigma) et de la Tetracycline (8 pg/ml, Sigma) 
est inocuie avec la souche E. coli recombinante decrite ci-dessus. L'incubation est 
realisee pendant une nuit a ST^'G puis 200 ml de cette culture est utilisee pour 
ensemencer 2 litres de milieu de culture dans un fermenteur (Biolafitte, France), De 
maniere assez classique, le milieu de culture peut etre compose d'agents chimiques» 
supplementes par les vitamines. des . extraits de levure. connus pour avoir une 
croissance a densite elevee de cellules bacteriennes. 

Les parametres controles durant la fermentation sont : le pH, Tagitation, la 
temperature, le taux d'oxygenation, Talimentation de sources combihees (Glycerol ou 
Glucose). De maniere generale. le pH est regule a 7,0. la temperature est fixee a 37'*C. 
La croissance est controlee en alimentant en glycerol (87 %) a un debit constant 
(12 ml/h) pour maintenir le signal de tension dej'oxygene dissous a 30 %. Lorsque la 
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turbidite de la culture (mesuree a 580 nm) atteint la valeur de 80 (apres environ 24 
heures de culture), la production des proteines est declenchee par addition de Tacide 
indole acrylique (lAA) a la concentration finale de 25 mg/l. Environ 4 heures apres 
induction, ies cellules sont recoltees par centrifugation. La quantite de biomasse 
5 humide obtenue est d'environ 200 g. 

Exempte 3 : Precede d'extraction et de purification de la proteine rP40 
Extraction de la rP40 

Apres centrifugation du bouillon de culture (4000 rpm, 10 min. 4*'C). Ies cellules 

10 sont remises en suspension dans un tampon Tris-HCI 25 mM pH 8,5. Les insolubles ou 
corps d'indusion sont obtenus apres un traitement par le lysozyme (0,5 g/litre, 1 heure 
temperature ambiante / agitation douce). Le culot de corps d'inclusion obtenu par 
centrifugation (15 min a 10 000 g a 4X) est repris dans un tampon Tris-HCI 25 mM a 
pH 8,5 et 5 mM MgCI2, puis centrifuge (15 min a 10 000 g). 

15 On solubilise Ies corps d'inclusion a 37*0. pendant 2 heures dans un tampon 

Tris-HCI 25 mM pH 8,5 contenant 7 M uree (agent denaturant) et 10 mM Dithiothreitol 
(reduction des ponts disulfures). Une centrifugation (15 min a 10 000 g) permet 
d'eliminer les particules non solubles. • / 

On resuspend ensuite dans 13 volumes de tampon Tris-HCI 25 mM pH 8,5 

20 contenant du NaCI (8,76 g/l) et du Zwittergent 3-14 (0,1 %, p/v). La solution est laissee 
pendant une nuit a temperature ambiante sous agitation douce au contact de Fair 
(favoriser la renaturation de la proteine par dilution et reoxydation des ponts 
- disulfures). . _ _ : _ 

Purification de la proteine rP40 

25 Etape de chromatographie d'echange d'anions. 

Apres une nouvelle centrifugation, la solution est dialysee contre un tampon 
Tris-HCI 25 mM pH 8,5 contenant 0,1 % Zwittergent 3-14 (100 X volumes de tampon) 
pendant une nuit a 4X. 

Le dialysat est depose sur une colonne contenant un support de type 

30 echangeur d'anions forts (gel Biorad Macro Prep High Q) equilibree dans le tampon 
decrit ci-dessus a un debit lineaire de 15 cm/h. Les proteines sont detectees a 280 nm. 
La proteine rP40 est eluee. avec un debit lineaire de 60 cm/h, pour une concentration 
de 0,2 M en NaCI dans le tampon TrisHCI 25.mM, pH 8,5 ; 0,1 % Zwittergent 3-14. 



BN8000D: <WO_^M27432A1JU> 



wo 00/27432 



12 



PCT/FR99/02734 



Etape de chromatoqraphie d'echanqe de cations 

Les fractions contenant la proteine rP40 sont poolees et concentrees par 
ultrafiltration a Paide d'un systeme de cellule a agitation Amicon utilise avec une 
membrane Diaflo de type YM10 (seuil de coupure 10 kDa) pour des volumes de I'ordre 
de 100 ml. ou a Taide d'un systeme de filtration a flux tangentiel Minitan Millipore utilise 
avec des plaques de membranes possedant un seuil de coupure 10 kDa pour des 
volumes superieurs. La fraction ainsi concentree est dialysee pendant une nuit a 4**C 
centre un tampon citrate 20 mM pH 3,0, a 0,1 % de Zwittergent 3-14. 

Le dialysat est depose sur une colonne contenant. un support de type 
echangeur de cations forts (gel Biorad Macro Prep High S) equilibree dans le tampon 
citrate 20 mM pH 3.0, a 0,1 % de Zwittergent 3-14. La proteine rP40 est eluee (vitesse 
61 cm/h) pour une concentration 0,7 M en NaCI. Les profits electrophoretiques 
montrent un degre de purete de I'ordre de 95 %. Uetat de la proteine est suivi par SDS- 
PAGE. Selon sa forme denaturee ou native, la proteine P40 extraite de la membrane 
de Klebsiella pneumoniae possede un comportement electrophoretique (migration) 
caracteristique. La forme native (structure en feuillets p) presente en effet une masse 
moleculaire plus faibie que la forme denaturee (structure en helices a) sous Taction 
d'un agent denaturant, tel que Turee ou le chlorhydrate de guanidine, ou par chauffage 
a 100°C en presence de SDS). La proteine rP40 n'est pas correctement renaturee en 
fin de renaturation, que celle-ci soit realisee en absence ou en presence de 0,1 % ; 
(p/v) Zwittergent 3-14. Par centre, une renaturation totale est obtenue apres dialyse 
centre un tampon Tris/HCI 25 mM pH 8,5 contenant 0,1 % (p/v) de Zwittergent 3-14. 
Toutefois, il faut noter que cette renaturation n'est obtenue que lorsque I'etape de 
dilution et le traitement a temperature ambiante sont realises eux-memes en presence 
de Zwittergent 3-14 (resultats negatifs en absence de detergent). 

Exemple 4 : Fixation specifique de rP40 sur les cellules presentatrices d'antigene 

(CPA). Methodologie 
Purification des lymphocytes T humains 

Les cellules mononucleees (CMN) sont isolees a partir du sang peripherique de 
volontalres sains par centrifugation (1800 rpm. 20 min, temperature ambiante). sur un 
gradient de FicoIL Apres centrifugation. les CMN. situees a Tinterface ficoll/plasma, 
sont recoltees et lavees 2 fois avec du milieu de culture complet (MC) (RPMI 1640 + 
10 % SVF + L-glutamine + antibiotique). Les lymphocytes T sont alors isoles par la 
technique du resetting qui utilise leur capacite a se fixer aux globules rouges de 
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mouton (GRM). Brievement, les CMN sont incubees avec des GRM pendant 1 heure a 
4*0. Apres centrifugation sur gradient de ficoll, les lymphocytes B et les monocytes 
sont situes a I'interface alors que les lymphocytes T fixes aux GRM sont dans le culot 
ceiiulaire. Apres recuperation du culot cellulaire et lyse des GRM avec une solution 
saline hypotonique. la purete des lymphocytes T est appreciee par cytometrie en flux 
avec un anticorps anti-CD3 et est superieure a 95 %. 
Purification des monocytes humains 

Les monocytes sont purifies a partir des CMN par selection positive en utilisant 
la technologie MACS (Magnetic Activated Cell Sorter). Les CMN sont marquees avec 
un anticorps anti-CD14 couple a des particules magnetiques puis passees sur une 
colonne aimantee. Les monocytes sur lesquels sont fixes les complexes anticorps- 
colloTde restent dans la colonne alors que. les cellules n'ayant pas fixe Tanticorps sont 
eluees par lavages successifs. Ensuite les monocytes sont decroches en effectuant 
des lavages en absence d'aimant La purete de la fraction collectee est superieure a 
98 %. 

Generation de cellules dendritiques humaines (CD) a partir de monocytes 

Les monocytes purifies sont cultives a la concentration de 106/ml dans du MC 
pendant 6 a 7 jours en presence de IL 4 (20 ng/ml) et de GMCSF (20 ng/ml): Les CD 
generees a ce stade sont des CD immatures qui expriment le CDIa et pas ou peu le 
CD83. Leur phenotype est verifie par la technique de cytometrie en flux. 
Purification des lymphocytes B humains a partir d'amygdales 

Les amygdales sont broyees et les cellules recoltees sont deposees sur un 
gradient de ficoll. Les CMN recueillies a rinteri^ace sont lavees puis incut^ees avec des 
GRM. Apres ficoll, les lymphocytes B sont situes a I'interface alors que les lymphocytes 
T fixes aux GRM sont dans le culot cellulaire. Les lymphocytes B sont alors laves. Leur 
purete, verifiee par cytometrie en flux, est superieure a 96%: 
Culture des liqnees cellulaires 

Les lignees cellulaires RPMI 8866. DAUDI. HL60 et Jurkat sont cultivees dans 

du MC. 

Couplage de rP40 au fluorochrome Alexa488 

La concentration de la proteine rP40 est ajustee a 2 mg/ml dans du PBS. A 
500 ^Jl de la proteine sont ajoutes 50 pi de bicaVbonate de sodium a 1 M. La solution, 
est alors transferee dans un tube de reaction contenant le colorant Alexa488 et le 
couplage s'effectue a temperature ambiante. Apres 1 h, la reaction de couplage est 



wo 00/27432 ) PCT/FR99/02734 

14 

arretee par ajout de 15 pi d*hydroxylamine. La proteine marquee est separee du 
colorant libre par purification sur colonne. 

La quantite de rP40 marquee a rAlexa488 est ensuite estimee par dosage 
colorimetrique. 

5 - Etude de la fixation de P40-Alexa488 sur les differentes cellules par cytometrie en 
flux. 

Pour chaque marquage. 200 000 cellules sont lavees avec du tampon FACS 
(PBS + 1 % BSA + 0,01 % azide de sodium) et resuspendues. dans une plaque 96 
puits a fond conique, dans 50 pi de tampon FACS. La proteine P40-Alexa488 ou la 
10 proteine controle (glycophorine-Alexa488) sont alors ajoutees a 10^M pendant environ 
1 heure a 4''C. Apres incubation, les cellules sont alors lavees 3 fois avec du tampon 
FACS puis resuspendues dans 200 pi de ce meme tampon et analysees par. 
cytometrie en flux. 
Resultat 

15 La proteine rP40 se fixe selectivement sur les CPA humaines telles que : 

- les monocytes issus du sang peripherique, 

- les cellules dendritiques generees a partir des monocytes du sang peripherique. 

- les lymphocytes B issus d'amygdale, les lignees lymphocytaires B : DAUDI et RPMI 
8866 (cf. Fig. 1) et les lymphocytes B issus du sang peripherique (resultat non 

20 presente). 

Aucune fixation n'est observee sur des cellules qui ne possedent pas la 
capacite de presenter des antigenes tels que des lymphocytes T du sang peripherique 
non actives, la lignee lymphocytaire T Jurkat non activee et la lignee monocytaire HL60 
non activee. 

25 

Exemple 5 : La fixation de rP40 aux CD est specifique 

1) La fixation de rP40 aux CD est dependante de la dose. 
Methode 

200 000 CD sont lavees avec du tampon FACS et incubees dans 50 pi de 
30 tampon en presence de differentes concentrations de rP40 (de 10"^*^ a 5 x 10^ M) 
pendant environ 1 heure a 4°C. Apres incubation, les cellules sont lavees 3 fois avec 
du tampon FACS puis resuspendues dans 50 pi de ce meme tampon contenant 5 
pg/ml d'un anticorps polyclonal de lapin anti-;P40 ou tfun anticorps IgG de lapin 
controle. Apres 20 minutes dincubation, les cellules sont relavees et incubees dans 
35 100 pi de tampon FACS contenant un anticorps polyclonal de chevre anti-IgG de lapin 
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marque a la fluoresceine (dilue au 1:200). Apr^ 20 minutes tfincubation, les cellules 
sont lavees. reprises dans du tampon FACS et analysees par cytometrie en flux. 
Resultat 

La fixation de rP40 au CD est significative a partir de 10'^ M (p<0.001) et 
maximale a 2 x 10^ M (cf. Fig. 2). 

2) La proteine rP40 non marquee diminue la fixation de rP40 Alexa488 aux CD. 
Methode 

Afin de demontrer la specificite de la fixation de P40. une competition entre 

rP40-Alexa488 et rP40 non marquee a ete realisee. Les CD ont ete incubees 10 

minutes avec 5 x lO"* a 2 x 10"^ M de rP40 non marque puis P40-Alexa488 (utilise a 2 x 

10"® M) a ete ajoute. Apres 20 minutes d'incubation a 4X, les cellules ont ete 

analysees par cytometrie en flux comme decrit auparavant. 

# 

Resultat 

La proteine rP40 non marquee inhibe de maniere dependante de la dose la 
fixation de 2 x 10"^ M de P40 Alexa488 (a plus de 60 % lorsqu'il est utilise a 2 x 10^ M) 
(cf. Fig. 3). 

Exemple 6 : Parmi les proteines porteuses, TT, BB et rP40, seule la proteine rP40 
se fixe aux CD. 

Methode 

Les proteines porteuses, anatoxine tetanique (TT) et BB (d'origine de la 
proteine G du Streptocoque ayant une affinite a Talbumine humaine), ainsi que la 
proteine rP40 et la proteine controle glycophorine A ont ete marquees par Alexa488 
comme precedemment decrit. La fixation de ces molecules sur les CD a ete evaluee 
par cytometrie en flux comme decrit auparavant. Brievement, 200 000 CD sont lavees 
avec du tampon FACS et incubees dans 50 p! de tampon en presence de 10"^ M de 
chacune des proteines marquees par Alexa488 pendant environ 1 heure a 4**C. Apres 
incubation, les cellules sont lavees 3 fois avec du tampon FACS puis resuspendues 
dans 200 pi de ce meme tampon et analysees par cytometrie en flux. 
Resultat 

A la concentration de 10"* M. seule rP40 se fixe aux cellules dendritiques. 
Aucune fixation de TT. BB et glycophorine n'est detectee (cf. Fig. 4). 

Exemple 7 : rP40 est intemalisee par les CD 
Methode 
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200 000 CD sont lavees avec du tampon PBS-BSA 1 % et resuspendues, dans 
une plaque 96 puits a fond conique, dans 50 de tampon PBS-BSA (tampon 
phosphate salin - serum albumine bovine). La proteine rP40-Alexa488 ou la proteine 
glycophorine-Alexa488 est alors ajoutee a 2 x 10^ M. Une cinetique d'intemalisation 
5 est effectuee en incubant les cellules avec les proteines marquees a TAIexa. a 37°C. 
de 15 minutes a 2 heures, Un controle negatif d'intennalisation est realise dans les 
memes conditions en changeant les parametres suivants : ajout d'azide de sodium 
0,01 % au tampon PBS-BSA et incubation des cellules d 4**C avec les proteines 
marquees a TAIexa. 

10 Apres incubation, les cellules sont alors lavees 3 fois avec du tampon PBS- 

BSA. resuspendues dans 100 pi de ce meme tampon puis cytocentrifugees sur des 
lames de microscope. Les lames sont ensuite analysees par microscopie confocale. 
Resultat 

L'observation des cellules incubees a 37°C avec rP40-Alexa montre un 
15 marquage intracytoplasmique detectable des 30 minutes et toujours observe apres 2 h 
d'incubation : un resultat representatif, obtenu apres 1 h d'incubation a 37*^0 est 
presente dans la Figure 5B. Un marquage membranaire mais pas intracytoplasmique 
est observe lorsque les cellules sont incubees a 4°C avec rP40 (cf. Fig. 5A), alors 
qu'aucun marquage n'est observe en presence de glycophorine-Alexa (apres 
20 incubation a 4X comme a 37°C). Uexemple d'Alexa, molecule chimique, demontre 
que toute molecule chimique couplee a P40 peut ainsi etre delivree aux cellules 
presentatrices d'antigenes y compris les cellules dendritiques. 
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REVENDICATIONS 

1, Utilisation d'une proteine OmpA d'enterobacterie ou d'un de ses 
fragments pour la preparation d*une composition pharmaceutique destinee au ciblage 

5 specifique d'une substance biologiquement active qui lui est associee vers les cellules 
presentatrices d'antigenes. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que ladite 
proteine OmpA d'enterobacterie ou Tun de ses fragments se fixe specifiquement sur 
les cellules presentatrices d'antigenes. 

10 3. Utilisation selon Tune des revendications 1 et 2. caracterisee en ce que 

ladite proteine OmpA d'enterobacterie ou Tun de ses fragments est intemalisee dans 
les cellules presentatrices d'antigenes. 

4. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 3, caracterisee en ce que 
lesdites cellules presentatrices d'antigenes sont choisies parmi les cellules 

15 dendritiques, les monocytes ou les lymphocytes 'B. 

5. Utilisation selon la revendications 4, caracterisee en ce que lesdites 
cellules presentatrices d'antigenes sont les cellules dendritiques. 

6. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 5. caracterisee en ce que 
ladite proteine OmpA d'enterobacterie, ou Tun de ses fragments, est obtenue a partir 

20 d'une culture de ladite enterobacterie par un precede d'extraction. 

7. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 5, caracterisee en ce que 
ladite proteine OmpA d'enterobacterie, ou Tun de ses fragments, est obtenue par voie 
recombinante. 

8. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 7, caracterisee en ce que 
25 ladite enterobacterie est Klebsiella pneumoniae, 

9. Utilisation selon la revendication B. caracterisee en ce que la sequence 
d'acides amines de ladite proteine OmpA, ou I'un de ses fragments, comprend ; 

a) la sequence d'acides amines de sequence SEQ ID N** 2 ; 

b) la sequence d'acides amines d'une sequence presentant une homologie d'au 
30 moins 80 % avec la sequence SEQ ID 2 ; ou 

c) la sequence d'acides amines d'un fragment d'au moins 5 acides amines d'une 
sequence telle que definie en a) ou b). 

10. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 9, caracterisee en ce que 
ladite substance biologiquement active est choisie parmi les peptides, les lipopeptides. 
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les polysaccharides, les oligosaccharides, les acides nucleiques, les lipides et les 
substances chimiques. 

11. Utilisation selon la revendicatioh 10, caracterisee en ce que ladite 
substance biologiquement active est couplee par liaison covalente avec ladite proteine 
OmpA ou Tun de ses fragments. 

12. Utilisation selon la revendication 11, caracterisee en ce que le couplage 
par liaison covalente est un couplage chimique. 

13. Utilisation selon la revendication 12, caracterisee en ce qu'il est Introduit 
un ou plusieurs elements de liaison dans ladite proteine OmpA, ou Tun de ses 
fragments, et/ou de ladite substance biologiquement active pour faciliter le couplage 
chimique. 

14. Utilisation selon la revendication 13, caracterisee en ce que ledit 
element de liaison introduit est un acide amine. 

15. Utilisation selon la revendication 11, caracterisee en ce que ladite 
substance biologiquement active couplee par liaison covalente avec ladite proteine 
OmpA, ou Tun de ses fragments, est une proteine chimerique recombinante resultante 
de Texpression d'une construction d'acide nucleique codant pour ladite substance 
biologiquement active et pour ladite proteine OmpA, ou I'un de ses fragments. 

16. Utilisation selon Tune des revendications 10 a 15, caracterisee en ce 
que ladite substance biologiquement active est un antigene ou un haptene. 

17. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 16, pour moduier la 
reponse immune vis-a-vis d'un antigene ou d'un haptene. 

18. Utilisation selon la revendication 17. pour ameliorer la reponse immune 
vis-a-vis d'un antigene ou d'un haptene. 

19. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 18, pour la preparation 

♦ 

d'une composition pharmaceutique destinee a prevenir ou ^ traiter une maladie par 
une substance active dont Tefficacite est modulee et/ou liee a son intemalisation par 
des cellules presentatrices d'antigenes. 

20. Utilisation selon la revendication 19. pour la preparation d'une. 
composition pharmaceutique destinee a prevenir ou a traiter une maladie par une 
substance active dont Tefficacite est modulee et/ou liee a son intemalisation par des 
cellules dendritiques. 

21. Utilisation selon l*une des revendications '19 et 20, pour la preparation 
d'une composition pharmaceutique destinee a prevenir ou a traiter les cancers, de 
preference les cancers associes a un antigene tumoral; les nialadies auto-immunes. 
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les allergies, les rejets de greffes. les maladies cardiovasculaires. les maladies du 
systeme nerveux central, les maladies inflammatoires, les maladies infectieuses ou les 
maladies liees a une immunodeficience. 

22. Utilisation selon la revendicatton 21, pour la preparation d'une 
5 composition pharmaceutique vaccinale destinee a prevenir ou a traiter une maladie 

infectieuse ou un cancer associe a un antigene tumoral. 

23. Utilisation selon Tune des revendications 19 a 22. caracterisee en ce 
que ladite composition pharmaceutique comprend en outre un adjuvant de Timmunite. 

24. Utilisation selon I'une des revendications 19 a 23. caracterisee en ce 
10 que ladite composition pharmaceutique est vehiculee sous une forme permettant 

d'ameliorer sa stabilite et/ou son immunogenicite. 

25. Utilisation selon la revendication 24, caracterisee en ce que ladite 
composition pharmaceutique est vehiculee sous la forme d'un liposome, d'un vecteur 
viral ou d'une cellule hote transformee capable d'exprimer une proteine chimerique 

15 recombinante resultante de Texpression d'une construction d'acide nucleique codant 
pour ladite substance biologiquement active et pour ladite proteine OmpA, ou Tun de 
ses fragments. 
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